




















































































































































































































































































































































































































































／Concentration2．5×10－7M 5×10『7M 1×10－6M IC50　value
Tetra一η一butyltin
Bis（tri一％一butyltin）oxide
Tri一π一butyltin　chloride
Tri一η一butyltirl　acetate
Di一η一butyltin　dichloride
Mono一％一buty工tin　trichloride
　　N．D．
　　N．D．
　　ND．
41±25（93±8）
　　N．D．
　　ND．
　　59（78）
48±51　（104±6）
71±20（90±12）
46±23　（78±23）
ND．
77±22（73±41）
62±30（72±37）
69±15　（51±26）
　　ND．
　　＞1×10－6M
　　4．5×10－7M
5．7±3．6×10－7M＊＊
3．8±2．5×10皿7M＊＊＊
5．8±2．4×10－7M＊＊＊
　　＞1×10－6M
　The　values　in　parentheses　are　cell　survivals（％）measured　by　Cell　Counting　Kit（Dojindo　Chem．　Co．）．　N．D，：Not　detected（＜30％），
＊lnhibition　rate　was　calculated　by（VTG　concentratioll　ill　the　presence　of　1×10－8　M　E2－VTG　concentration　in　the　presence　of　test
　chemical　and　1×10－8　M　E2）divided　by　VTG　collce！1tration　in　the　presence　of　1×10－8　M　E2．
＊＊ualues　are　averages±SD　of　4　measurements．＊＊＊Values　are　averages±SD　of　5　measurements．　Other　values　are　averages　of　2
　meaSUrementS．
Table　6　Anti－estogenic　Effect　of　Agrochemicals　on　Male　Carp　Hepatocytes
Compound Inhibition　for　VTG　production　by　E2（1×10－8　M）
／ConcentrationIC50　value Cell　surviva1＊at　5×10－5　M
Bitertanol
DBNDCMU
Esprocarb
Ethion
Fenthion
Inユazalil
Phenmedipharn
Pretilachlor
Probenazole
Pyributicarb
Tricyclazole
（Estrogen　receptor　antagonist）
Tamoxifen
2．2±1．2×10一5M（％＝4）
　　　5×10　5M
　　O．7×10－5M
　　　4×10－5M
　　1．3×10－5M
　　　5×10－5M
2．7±1．0×10－5M（η＝3）
　　2．6×10－5M
　　　4×10一5M
l．0±0．4×10－5M（η＝3）
　　　3x10－5　M
　　1．3×10－5M
1．7±1ユ×10－6M＠＝3）
59±22　（π＝3）
　　84
　　54＊＊
　　89
　　89＊＊
　　96
　　70
　　96
　　82
58±21　（賜＝3）＊＊
　　77
　　106＊＊
78±12　（η＝3）＊＊＊
　Values　are　averages　of　21neasurements　or　averages±SD　of　more　than　3　measurements．
℃ell　survival（％）was　Ineasured　by　Cell　CoLmtiエユg　Kit（Dojindo　Chem．　Co．）．＊＊Data　at　1×10－5　M．榊Data
at　5×10－6　M．
毒性が認められ，これらのVTG産生阻害は細胞毒性の影
響を受けているものと考えられた．
　また，E2の拮抗薬として知られるタモキシフェンは
VTG産生を阻害し，そのIC　50値は1．7±1．1×10－6M
であった．この結果は，Sweetsら12）の報告と良く一致し
ており，雄コイ肝細胞におけるVTG産生がE2レセプ
ターを介して行われていることが確認された．
　次に，雄コイ肝細胞培養系において抗エストロゲン作用
を示した化学物質について，雌肝細胞における抗エストロ
ゲン作用の有無を検討し，その結果をTable　7及び8に示
した．雄肝細胞で高い抗エストロゲン作用を示したブチル
スズ化合物は雌肝細胞でも強くVTG産生を阻害した
（Table　7）．二塩化ジブチルスズはVTG産生阻害のIC　50
値や細胞毒性の強さが雄肝細胞の場合とほぼ伺様であった
が，3種のトリブチルスズ化合物は雄肝細胞の場合よりも
強いVTG産生阻害を示した．雌肝細胞におけるそれらの
IC　50値は野州細胞の場合の約1／3であり，高い抗エスト
ロゲン作用が発現していることが示唆された．特に，酸化
ビストリブチルスズは日本各地で，イボニシ貝などの雌貝
を雄性化させた原因物質であることが既に報告されてい
る16・17）．
　一方，Table　8に示したように，農薬類は雌コイ肝細胞
に対して伊仙細胞よりやや低い抗エストロゲン作用を示し
た．DCMU，プロベナゾールなどの工C　50値は雄町細胞
の場合に比べてほぼ2倍の値を示したほか，．ビテルタノー
ル，エチオンなどには抗エストロゲン作用が認められな
かった．これらの知見はエストロゲン様作用と同様に抗エ
ストロゲン作用の発現においても性差のあることを示唆し
ている．
　本研究の結果から，化学物質の内分泌撹乱作用に対する
コイなどの水生動物の応答性は性差により大きく異なるこ
とが示唆された．雄及び雌コイ肝細胞の両培養系を用いる
一12一
Table　7　Anti－estroge雨。　Effect　of〃一Butyltin　Compounds　on　Female　Carp　Hepatocytes
Compound Inhibition　of　VTG　production（％）＊
／Concentration　1×10－7　M　2．5×10－7　M5×10－7M1×10－6M IC50　value
Tetra一η一butyltin
Bis（tτi一％一butyltin）oxide
Tri一π一butyltin　chloride
Tri一η一butyltin　acetate
Di一％一butyltin　dichloride
Mono一π一butyltin　trichloride
90（93）
28（91）
30（108）
　　66（114）
75±21（　92±20）
61±11　（106±38）
　　　　　　　　　　　ND．
　　　92　（34）　　　　　　　　100　（3）
　74±34（96±48）　　　！00　（4）
　96±　4（98±29）　　　100　（4）
36±49（31＝ヒ10）　　68±46（26±6）
　　　　　　　　　　　ND．
　＞1×10－6M
1．6±1．4×10－7M＊＊
2ユ±1．7×10一7M＊＊
1．4±0．9×10－7M＊＊
5．2±2．4×10－7M＊＊
　＞1×10－6M
　The　values　in　parentheses　are　cell　survivals（％）measured　by　Cell　Counting　Kit（Dojindo　Chem．　Co．）．　N．D．：Not　detected（〈30％）．
＊lnhibi亡lon　ra亡e　was　calcula亡ed　by（VTG　concen亡ration　i11亡he　presence　ofユx10－8　M　E2－VTG　concen亡ration　in　the　presence　of　test
　chemical　and　l×10　8　M　E2）divided　by　VTG　concentration　in　the　presence　of　1×10－8　M　E2．
＊＊ualues　are　averages±SD　in　3　measurements．　Other　values　are　averages　in　2　measurements．
Table　8　Anti－estrogenic　Effect　of　Agrochemicals　on　Female　Carp　Hepatocytes
Compound
　　／Concentration　1×10－5　M
Inhibition（％）of　VTG　production＊
2×10－5M 5×10－5M IC50　value
Bitertanol
DCMU
Esprocarb
Ethion
Imazalil
Phe㎜edipham
Probenazole
Tricyclazole
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
61（91）
N．D．
ND．
ND．
ND．
64（72）
ND．
N．D．
84（47）
N．D．
N．D．
N．D．
ND．
100（26）
60（90）
2×10－5M
2×10－5M
4×10－5M
　The　values　ill　parentheses　are　cell　survivals（％）measured　by　Cell　Counting　Kit（Dojindo．　Chem，　Co），
N，D，＝NQt　detected（〈30％）．　Values　are　averages　of　data　in　2　measurements．
＊lnhibition　rate　was　calculated　by（VTG　concelltration　in　the　presel／ce　of　1×10『8　M　E2－VTG
　concelltration　in　the　presence　of　test　chemical　and　1×10－8　M　E2）divided　by　VTG　concentration　in　the
　presence　of　1×1『8　M　E2．
ことにより，化学物質による水生動物への影響をより詳細
に予測することができるものと考えられた．
結 語
　コイ肝細胞培養系を用いてVTG産生誘導を指標に農薬
など83種類の化学物質のエストロゲン様作用を調べた．
被験化学物質の中でビスフェノールAは雄及び雌肝細胞で
エストロゲン様作用を示したが，4一ノニルフェノール（異
性体混合物）は雌肝細胞でのみエストロゲン様作用を示し
た．農薬類では，副肝細胞培養系を用いた場合に，メトキ
シクロル及びトルクロホスメチルに比較的高いエストロゲ
ン様作用が認められた．しかし，メトキシクロルのエスト
ロゲン様作用は雌肝細胞培養系では認められなかった．
　さらに，コイ肝細胞培養系を用いて76種類の化学物質
の抗エストロゲン作用を調べた．その結果，トリブチルス
ズ化合物が高い抗エストロゲン作用を示した．特に，雌肝
細胞においてその抗エストロゲン作用がより強く発現する
傾向にあり，内分泌撹乱化学物質に対する応答性にコイで
は性差があることを示唆している．この結果はトリブチル
スズ化合物が鳥貝の雄化の原因物質であるという報告とよ
く一致している．一方，農薬類のビテルタノール，トリシ
クラゾールなどは雄肝細胞で抗エストロゲン作用を示した
が，雌肝細胞ではその作用を必ずしも示さなかった．
　なお，本研究の一部は，平成11～13年度北海道立衛生
研究所・特別研究「食品の安全性に関する調査研究」の一
環として行われたものであるユ8鋤．
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